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Resumo
O cancro do pulmão é a causa mais frequente de mor-
talidade por cancro no mundo, sendo responsável por
cerca de 1,1 milhões de mortes por ano. A sobrevivên-
cia média dos doentes é geralmente curta, por a doença
se encontrar em estádios avançados na altura do diag-
nóstico, mas também devido à falta de eficácia dos tra-
tamentos disponíveis. O advento da genética molecu-
lar dos tumores trouxe consigo a possibilidade de
modificar esta situação, quer através do refinamento
do diagnóstico, quer da identificação de alvos terapêu-
ticos específicos, quer sobretudo por – pelo menos em
teoria – permitir o diagnóstico precoce da doença. No
entanto, e apesar de numerosos trabalhos terem já de-
monstrado a utilidade das técnicas da genética molecu-
lar no estudo do cancro do pulmão, o seu uso na rotina
clínica em Portugal tem sido limitado.
Abstract
Lung cancer is the most frequent cause of cancer
mortality worldwide, responsible for approximately 1.1
million deaths per year. Median survival is short, both
as most tumours are diagnosed at an advanced stage
and because of  the limited efficacy of  available trea-
tments. The development of  tumour molecular gene-
tics carries the promise of  altering this state of  affairs,
as it should lead to a more precise classification of
tumours, identify specific molecular targets for thera-
py and, above all, allow the development of  new me-
thods for early diagnosis. Despite numerous studies
demonstrating the usefulness of  molecular genetic
techniques in the study of  lung cancer, its routine cli-
nical use in Portugal has, however, been limited.
In this study, we used a p53 mutation screen in multi-
ple clinical samples from a series of lung cancer pa-
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No presente estudo, utilizou-se a pesquisa de mutações
no anti-oncogene p53 em amostras clínicas de doentes
com diagnóstico de cancro do pulmão como método
para identificar as dificuldades práticas à integração da
genética molecular na rotina clínica. Os resultados ob-
tidos sugerem que o principal factor limitante a essa
integração é a obtenção de amostras de ADN de quali-
dade, um problema que pode ser superado pela altera-
ção das práticas correntes de recolha de amostras.
Rev Port Pneumol 2007; XIII (1): 9-34
Palavras-chave: Cancro, pulmão, clínica, genética
molecular, mutação, p53.
tients to attempt to identify the main practical limita-
tions to the integration of  molecular genetics in rou-
tine clinical practice. Our results suggest that the main
limiting factor is the availability of  samples with good
quality DNA; a problem that could be overcome by
alterations in common sample collection and storage
procedures.
Rev Port Pneumol 2007; XIII (1): 9-34
Key-words: Cancer, lung, clinical, molecular genetics,
mutation, p53.
Introdução
O cancro do pulmão é actualmente a neoplasia
mais comum em todo o mundo, representando
por si só cerca de 13% dos novos casos de can-
cro1,2. É também a principal causa de morte por
cancro, sendo responsável por aproximadamente
um quinto dos óbitos, ou cerca de 1,1 milhões
de mortes anuais3. Esta situação torna-se ainda
mais preocupante se considerarmos que os avan-
ços terapêuticos dos últimos 20 anos tiveram
uma reduzida repercussão na sobrevivência dos
doentes com cancro do pulmão. Actualmente, a
sobrevivência média global destes doentes aos 5
anos é de cerca de 15%4. No entanto, e tal como
para outras neoplasisas, o prognóstico depende
muito do estadiamento à data do diagnóstico:
para os estádios precoces, submetidos a cirurgia
(que representam apenas 15% dos casos), a so-
brevida aos 5 anos é de cerca de 80%, mas para
a maioria dos casos que são diagnosticados em
estádios avançados ela é muito inferior (por
exemplo, 5% para um doente com carcinoma
não de pequenas células em estádio IIIB ou 1%
Introduction
Lung cancer is currently the most common
form of  cancer the world over, in itself  re-
sponsible for around 13% of new cancer
cases1,2. In parallel it is also the main cause
of  cancer death, responsible for approxi-
mately one fifth of  all cancer deaths, or
around 1.1 million deaths per year3. This
state of  play becomes even more worrying
if  we consider that the advances in treat-
ment of  the last 20 years have had a re-
duced impact on lung cancer patient sur-
vival. The current mean global 5-year
survival rate of  these patients is around
15%4. Just as with other forms of  cancer,
the prognosis depends greatly on the stage
at the date of  diagnosis. While for early stag-
es undergoing surgery (only about 15% of
cases), the 5-year survival rate is approxi-
mately 80%, for the greater part of  cases,
diagnosed in advanced stages, the rate is
much lower; 5% for a non-small cell carci-
noma patient in stage IIIB and 1% in stage
A sobrevivência
média global destes
doentes aos 5 anos
é de cerca de 15%
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IV)5. These numbers clearly show that at
treatment level, reducing the mortality rate
depends on significant improvements both
in diagnostic methods and in the efficacy
of treatment.
The study of  tumour molecular genetics
allows us reasonable expectations today of
meeting those twin goals. There are sever-
al reasons for this. One of  these reasons
is the fact that tumours are evolving proc-
esses6 in which the genetic alterations de-
termining their development form the base
of the best classification system possible
for tumours; a phylogenetic system. Ob-
viously, given the current limits to our
knowledge, such a system is not yet viable
but as the spectrum of  molecular altera-
tions of  tumours becomes better known,
it should be possible to use these data to
obtain a more precise diagnosis and map
the disease’s behaviour – including re-
sponse to treatment – more minutely than
at present.
A second reason for hope is that the genetic
alterations present in tumours give direct rise
to specific therapeutic targets which could
allow the well thought-out development and
application of  highly effective treatments.
Examples of  this are the bcr-abl inhibitor
(Imatinib) for chronic myeloid leukaemia and
the EGFR inhibitors (Erlotinib and Geftinib)
used in specific cases of  lung cancer. Finally,
the multistage nature of  tumoral develop-
ment6-8 means that pinpointing the alterations
causing the first traces of  oncogenesis could
revolutionise the early diagnosis of  cancers.
With all this potential, and in the face of
many published studies showing the useful-
ness of  molecular genetic techniques as aux-
iliary diagnostic tools, it is somewhat surpris-
ing that the latter are not in general use in
em estádio IV)5. Estes números demonstram
claramente que, ao nível do tratamento, a redu-
ção da taxa de mortalidade depende de melho-
rias significativas, quer dos métodos de diagnós-
tico, quer da eficácia das terapias.
O estudo da genética molecular dos tumores
permite-nos, hoje em dia, uma expectativa ra-
zoável de se poderem atingir esses dois objec-
tivos, por várias razões. Em primeiro lugar, re-
sulta do facto de os tumores serem processos
evolutivos6 que as alterações genéticas deter-
minantes para o seu desenvolvimento formam
a base do melhor sistema de classificação pos-
sível para os tumores: um sistema filogenético.
É claro que, dadas as limitações actuais dos
nossos conhecimentos, um tal sistema ainda
não é viável. Contudo, à medida que o espec-
tro de alterações moleculares dos tumores for
sendo mais bem conhecido, deverá ser possível
usar esses dados para obter um diagnóstico mais
preciso e prever com maior exactidão do que
actualmente o comportamento da doença –
incluindo a resposta às terapias. Segundo, as
alterações genéticas presentes nos tumores ori-
ginam directamente alvos terapêuticos especí-
ficos que podem permitir o desenvolvimento
e aplicação racionais de terapias altamente efi-
cazes – como demonstrado pelos exemplos do
inibidor de bcr-abl (imatinib) para leucemia
mielóide crónica e dos inibidores do EGFR
(erlotinib e geftinib) em casos específicos de
cancro do pulmão. Finalmente, a natureza
multietápica da evolução tumoral6-8 implica que
a identificação das alterações responsáveis pe-
los passos iniciais da oncogénese pode revolu-
cionar o diagnóstico precoce das neoplasias.
Com todo este potencial, e os numerosos es-
tudos já publicados demonstrando a utilidade
das técnicas da genética molecular como mé-
todos auxiliares de diagnóstico, é algo surpre-
endente que ainda não se tenha generalizado o
A identificação
das alterações
responsáveis pelos
passos iniciais
da oncogénese
pode revolucionar
o diagnóstico
precoce das
neoplasias
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seu uso na rotina clínica em Portugal. O estu-
do ora apresentado, inserido no nosso plano
de, a médio prazo, estabelecer e implementar
protocolos que permitam a transposição dos
conhecimentos e das técnicas da genética mo-
lecular da bancada para a clínica, visou prima-
riamente a identificação dos principais entra-
ves de ordem prática a essa implementação. Para
tanto, decidimos concentrar-nos na análise de
mutações do anti-oncogene p53 em amostras
clínicas de doentes com diagnóstico de cancro
do pulmão, uma escolha motivada pelo facto
de o p53 ser o alvo mais frequente de muta-
ções em cancro do pulmão e de haver indícios
de que essas mutações têm valor prognóstico.
Material e métodos
Selecção e avaliação clínica de doentes
Foram admitidos neste estudo doentes com can-
cro do pulmão, caracterizado cito e histologica-
mente, em seguimento na consulta de Pneumo-
logia Oncológica do Hospital de São João, entre
Maio de 2004 e Junho de 2005. Todos os doen-
tes seleccionados assinaram consentimento in-
formado. Em caso de suspeita de neoplasia do
pulmão, foram obtidas história clínica porme-
norizada e história de hábitos tabágicos (por
consulta de processos clínicos ou entrevista).
Seguidamente, foram efectuados exame físico e
exames auxiliares de diagnóstico, incluindo exa-
mes laboratoriais, radiografia e TAC (tomogra-
fia axial computorizada) torácicos e provas fun-
cionais respiratórias. Perante evidência clínica e
imagiológica sugestiva de cancro do pulmão, os
doentes foram submetidos a exames de diag-
nóstico invasivos, como broncofibroscopia ou
biópsia aspirativa transtorácica (BAT), consoante
a localização do tumor. As broncofibroscopias,
efectuadas com introdução transnasal de bron-
coscópio Olympus P30, P40 ou broncovideos-
routine clinical practice in Portugal. This
study is part of  our plan to establish and
implement in the medium-term protocols for
transposing molecular genetic knowledge
and techniques from bench to clinical prac-
tice. Our first aim is to identify the main prac-
tical barriers to implementing molecular ge-
netic techniques. In order to do that, we
focussed on analysing the anti-oncogene p53
mutations in clinical samples of  patients di-
agnosed with lung cancer. This choice was
occasioned by p53 being the most common
target of  mutations in lung cancer and by
the fact that there are indications of these
mutations having prognostic value.
Material and methods
The selection and clinical evaluation of
patients
We studied lung cancer patients whose cancer
had been characterised cytologically and histo-
logically following oncological pulmonology
consultations at the Hospital de São João be-
tween May 2004-June 2005. All patients selected
gave their written informed consent to the
study. A detailed clinical history and smoking
habits history were obtained whenever lung
cancer was suspected, by consulting case files
or conducting interviews. The next step was a
physical examination and auxiliary diagnostic
exams. These included laboratory investigation,
chest X-ray and CT (computerised tomogra-
phy) scan and lung function tests. When clini-
cal and imaging findings suggested lung can-
cer, patients underwent invasive diagnostic
procedures such as bronchofibroscopy or tran-
sthoracic aspiration biopsy (TAB) depending
on the location of  the tumour. The broncho-
scopies were performed with the transnasal in-
troduction of the Olympus P30 or P40 bron-
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cópio, permitiram obter amostras das lesões sus-
peitas (lavado brônquico, escovagem brônqui-
ca, biópsia brônquica). Os procedimentos intra-
brônquicos foram realizados de acordo com a
estratégia diagnóstica mais adequada para cada
doente (lavagem brônquica com 10 ml de solu-
ção salina estéril, escovado brônquico e biópsia
brônquica nos locais onde existiam sinais direc-
tos ou indirectos de envolvimento neoplásico).
A BAT permitiu obter citologia aspirativa das
lesões. O diagnóstico anatomopatológico foi
efectuado de acordo com a classificação da OMS
em vigor e o estadiamento clínico dos doentes
foi feito de acordo com a Revisão do Sistema
Internacional de Estadiamento do Cancro do
Pulmão5,9.
Obtenção de material para estudo molecular
Amostras de expectoração por emissão, obti-
das antes da intervenção endoscópica, foram
armazenadas em tubos “cónicos” de 50 ml
numa solução de 2% carbowax/50% etanol (fi-
xador de Saccomanno)10,11. A fracção do lava-
do brônquico não utilizada para diagnóstico foi
transferida para tubos “cónicos” de 15 ml, sub-
metida a centrifugação durante 5 minutos a
10 000 rpm à temperatura ambiente, e após re-
jeição do sobrenadante armazenada a -80ºC,
em etanol a 95%12,13. A extremidade da escova
resultante da escovagem brônquica foi coloca-
da em tubos tipo eppendorf  de 1,5 ml com eta-
nol a 70% e armazenada a 4ºC14. Fracções das
biópsias brônquicas da massa tumoral não uti-
lizadas para fins de diagnóstico foram armaze-
nadas a -80ºC, sem fixação12,15.
Isolamento e purificação de ADN
das amostras clínicas
O ADN genómico de cada uma das amostras
foi isolado e extraído com o kit de isolamento
de DNA Puregene, da Gentra Systems. Em re-
choscope or bronchovideoscope, allowing col-
lection of  suspect lesion samples (bronchial
lavage, bronchial brushing, bronchial biopsy).
The intrabronchial proceedings were carried
out in accordance with the most appropriate
diagnostic strategy for each patient (bronchial
lavage with 10ml of  sterile saline solution and
bronchial brushing and bronchial biopsy at the
locales having direct or indirect signs of  can-
cerous involvement). TAB was used to obtain
aspiration cytology of  the lesions. The prevail-
ing WHO classifications were used to make an
anatomic pathology diagnosis and patients’ clin-
ical staging was classified in accordance with
the Revisions in the International Systems for
Staging Lung Cancer5,9.
Obtaining material for molecular study
Expectoration samples, taken before the
endoscopy procedure was carried out, were
stored in 50ml conical tubes in a 2% Car-
bowax/50% ethanol solution (Saccomanno
Fixative)10,11. The portion of  the bronchial
lavage not used in diagnosis was transferred
to 15ml conical tubes, centrifuged for 5 min-
utes at 10 000 rpm at room temperature and
the fluid which had risen to the surface was
then discarded from it. The portion was then
stored in 95% ethanol at -80ºC12,13. The tip
of  the brush used in the bronchial brushing
was placed in 1.5ml Eppendorf-type tubes
with 70% ethanol and stored at 4ºC14. Por-
tions of the tumoral mass resulting from the
bronchial biopsies not used for diagnosis
were stored at -80ºC with no fixing12,15.
Isolation and purification of  the DNA
of the clinical samples
The genomic DNA of  each sample was iso-
lated and extracted with the Gentra Systems
Puregene DNA isolation kit. The samples
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sumo, após centrifugação das amostras e rejei-
ção dos sobrenadantes, adicionaram-se 30 µl de
solução de lise e 0,15 µl de solução de proteinase
K (20 mg/ml), por cada miligrama de amostra.
O lisado foi incubado durante 4-5 horas a 65ºC
e, após digestão, centrifugação e arrefecimento
a uma temperatura próxima da temperatura am-
biente, procedeu-se à precipitação proteica. O
material sobrenadante, contendo o ADN, foi
retirado para um novo tubo contendo isopro-
panol a 100% e misturado suavemente até pre-
cipitação do ADN. Após centrifugação a 13 000-
-16 000g durante 3 minutos, o sobrenadante foi
rejeitado e o precipitado lavado com 150 µl de
etanol a 70%. Após remoção do excesso de eta-
nol e secagem, o ADN foi reidratado num volu-
me de água bidestilada autoclavada. As amos-
tras foram submetidas a avaliação de qualidade
por electroforese de uma aliquota em gel de aga-
rose e armazenadas a -80ºC até uso posterior.
Amplificação do ADN genómico
Dois fragmentos de ADN genómico, contendo
os exões 5 a 9 do p53, foram amplificados por
polymerase chain reaction (PCR), usando os pares
de oligómeros indicados no Quadro I. As re-
acções de amplificação foram efectuadas num
volume total de 25 µl, contendo 350ng de cada
oligómero, 1,5mM de MgCl2 (Fermentas), 1,25
unidades de Taq DNA polimerase, 0,25 mM
de cada nucleótido (QBiogene) e 1 µl de ADN
genómico, num tampão de reacção adequado,
com (NH4)2SO4 (Fermentas). O protocolo de
amplificação incluiu um passo inicial de 3 mn
a 94ºC, seguido de 40 ciclos de 30s a 95ºC, 1mn
a 58ºC e 1mn a 72ºC, de um período de 3mn a
72ºC e de arrefecimento a 4ºC.
Purificação dos produtos de PCR
Os produtos de amplificação de ADN genó-
mico foram separados em gel de agarose a 1%
were centrifuged and that rising to the sur-
face discarded, then 30µl of lysis solution
and 0.15µl of Proteinase K solution (20mg/
ml) for each milligram of  sample were add-
ed. This was incubated for 4-5 hours at 65ºC
and protein precipitation was made after di-
gestion, centrifuging and cooling to near
room temperature. DNA-bearing material
rising to the surface was collected into a new
tube containing 100% isopropyl alcohol and
carefully shaken until DNA precipitation
occurred. After centrifugation at 13 000-16
000g for 3 minutes, the material rising to the
surface was discarded and the precipitation
lavaged with 150µl of  70% ethanol. After
removing the excess ethanol and drying, the
DNA was rehydrated in twice distilled auto-
claved water. The samples’ quality was eval-
uated using Agarose gel electrophoresis and
stored at -80ºC for later use.
Amplification of genomic
DNA Two fragments of  genomic DNA
containing p53 exons 5-9 were amplified by
polymerase chain reaction (PCR) using the
oligomer pairs stated in Table I. The ampli-
fication reactions were made in a total vol-
ume of  25µl containing 350ng of  each oli-
gomer, 1.5mM of  MgCl2 (Fermentas), 1.25
units of  Taq DNA polymerase, 0.25mM of
each nucleotide (QBiogene) and 1µl of  ge-
nomic DNA in a suitable reaction solution
with (NH4)2SO4 (Fermentas). The amplifi-
cation protocol included an initial step of
3mn at 94ºC, followed by 40 30sec cycles at
95ºC, 1min at 58ºC and 1min at 72ºC, then
3min at 72ºC and cooling at 4ºC.
Purification of  the PCR products
The products of  genomic DNA amplifica-
tion were separated in 1% Agarose gel and
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Quadro I – Oligómeros de ADN utilizados neste trabalho e suas aplicações
Designação Localização Cadeia Sequência Aplicação
LTC04-038 Intrão 4 Directa AGC TCC TGA GGT GTA GAC G Amplificação de exões 5 e 6
LTC04-040 Intrão 6 Complementar CCC GGA GGG CCA CTG AC Amplificação de exões 5 e 6
LTC04-041 Intrão 6 Directa CCC TGC TTG CCA CAG GTC Amplificação de exões 7 a 9
Apoiar amplificação específica de M09
LTC04-039 Intrão 9 Complementar GAA ACT TTC CAC TTG ATA AGA G Amplificação de exões 7 a 9
Apoiar amplificação específica de M09
LTC04-056 Intrão 4 Directa GCT ACA CAT GTT TGT TTC TTT G Sequenciação de exões 5 e 6
LTC04-055 Intrão 7 Complementar TAG TAT GGA AGA AAT CGG TAA G Sequenciação de exão 7
LTC04-042 Intrão 7 Directa ATG GGA CAG GTA GGA CCT G Sequenciação de exões 8 e 9
LTC05-151 Exão 7 Directa GGG CGG CAT GAA CCG GAT Amplificação específica de M09
LTC05-152 Exão 7 Complementar TGA TGG TGA GGA TGG GCA Amplificação específica de M09
Table I – DNA Oligomers used in this study and their applications
Designation Location Chain Sequence Application
LTC04-038 Intron 4 Direct AGC TCC TGA GGT GTA GAC G Amplification of exons 5 and 6
LTC04-040 Intron 6 Complementary CCC GGA GGG CCA CTG AC Amplification of exons 5 and 6
LTC04-041 Intron 6 Direct CCC TGC TTG CCA CAG GTC Amplification of exons 7-9
Specific support amplification of M09
LTC04-039 Intron 9 Complementary GAA ACT TTC CAC TTG ATA AGA G Amplification of exons 7-9
Specific support amplification of M09
LTC04-056 Intron 4 Direct GCT ACA CAT GTT TGT TTC TTT G Sequentiation of exons 5 and 6
LTC04-055 Intron 7 Complementary TAG TAT GGA AGA AAT CGG TAA G Sequentiation of exon 7
LTC04-042 Intron 7 Direct ATG GGA CAG GTA GGA CCT G Sequentiation of exons 8 and 9
LTC05-151 Exon 7 Direct GGG CGG CAT GAA CCG GAT Specific amplification of M09
LTC05-152 Exon 7 Complementary TGA TGG TGA GGA TGG GCA Specific amplification of M09
fragments of the desired size isolated and
purified by filtration by Sephadex-G50Fine
column (Amersham) and precipitation with
ethanol. The precipitations were lavaged
once with a 70% ethanol solution and resus-
pended in 20µl of  loTE (3mM Tris.HCl, pH
7.5 and 0.2mM EDTA).
e os fragmentos de tamanho esperado isola-
dos e purificados por filtração por coluna de
Sephadex-G50Fine (Amersham) e precipitação
com etanol. Os precipitados foram lavados uma
vez com uma solução de 70% etanol e res-
suspendidos em 20 µl de uma solução de loTE
(3 mM Tris.HCl, pH 7,5 e 0,2 mM EDTA).
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Pesquisa de mutações
A pesquisa de mutações foi efectuada por se-
quenciação dos produtos de PCR com o kit
BigDye v3.1, da Applied BioSystems, usando
1µl de produto de PCR e 50ng do oligómero
adequado (indicado no Quadro I) num volu-
me total de 5 µl, com o seguinte protocolo:
Incubação inicial a 96ºC durante 1 minuto,
seguida de 35 ciclos de 15s a 96ºC, 15s a 54ºC
e 2mn a 60ºC, de uma incubação final de 4mn
a de 60ºC e de arrefecimento a 4ºC. Os
produtos de reacção foram purificados por
filtração por coluna de Sephadex-G50Fine,
misturados com 10 µl de formamida (Appli-
ed BioSystems) e analisados num sequencia-
dor ABI prism 3100. As sequências obtidas
foram analisadas por inspecção visual dos elec-
troforetogramas e com o programa DNASIS
v5.0-Demo (Hitachi). Nos casos em que fo-
ram detectadas mutações, estas foram confir-
madas por repetição integral dos procedimen-
tos de amplificação e sequenciação.
Clonagem de sequências mutantes
A clonagem de produtos de PCR onde havi-
am sido identificadas mutações foi feita por
“clonagem T:A”, usando o pTA4, um vector
desenvolvido no laboratório para o efeito.
Aproximadamente 30 ng de produto foram
ligados a 10 ng de pTA4, previamente corta-
do com Eam1105I (Fermentas) e purificado
por separação em gel e coluna de Sephadex.
A reacção de ligação foi efectuada por incu-
bação com 5 unidades de T4 DNA ligase (Fer-
mentas), num tampão adequado (Fermentas),
num volume de 20 ml, a 16ºC, por um perío-
do de 12-16h. Os produtos de ligação foram
purificados por extracção com fenol-clorofór-
mio e precipitação com etanol16. Após lava-
gem com etanol a 70%, os precipitados fo-
ram ressuspendidos em 15 µl de uma solução
Research into mutations
Research into the mutations was done by se-
quentiation of PCR products with the
BigDye v3.1 kit (Applied BioSystems), us-
ing 1µl of PCR product and 50ng of suita-
ble oligomer (shown in Table I) in a total
volume of  5µl, with the protocol as follows:
initial incubation at 96ºC for 1 minute fol-
lowed by 35 15sec cycles at 96ºC, 15sec at
54ºC and 2min at 60ºC with a final incuba-
tion of  4min at 60ºC and cooling at 4ºC. The
reaction products were purified by filtration
by Sephadex-G50Fine column, mixed with
10µl de formamide (Applied BioSystems)
and analysed in ABI prism 3100 DNA se-
quencer. The sequences obtained were ana-
lysed by visual inspection of  the electro-
phoretogram and using the DNASIS
v5.0-Demo (Hitachi) program. Where mu-
tations were detected, they were confirmed
by repetition in toto of  the amplification and
sequentiation processes.
Cloning of the mutant sequences
Cloning of  the PCR products wherein mu-
tants were identified was achieved by T/A-
based subcloning using TA4, a vector devel-
oped in the laboratory for that end.
Approximately 30ng of  the product were
bound to 10ng of  pTA4, previously cut with
Eam1105I (Fermentas) and purified by sep-
aration in Sephadex gel and column. The li-
gation reaction was effected by incubation
with 5 units of  T4 DNA ligase (Fermentas)
in a suitable solution (Fermentas) in a vol-
ume of 20ml at 16ºC for a 12-16h period.
The ligation products were purified by ex-
traction with phenol-chloroform and pre-
cipitation with ethanol16. The precipitations
were lavaged with a 70% ethanol solution
and resuspended in 15µl of loTE. A third
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de loTE. Um terço deste volume foi utilizado
para transformar E.coli electrocompetentes
(preparadas no laboratório) com um
electroporador MicroPulser (Biorad). Após
electroporação, as bactérias foram misturadas
com 1 ml de LB (Pronadisa) contendo
100 mg/ml de ampicilina (Eurobio) e plaque-
adas em LB-agar (Pronadisa) com igual con-
centração de ampicilina e incubadas a 37ºC
por 12-16h. Múltiplas colónias resultantes de
cada transformação foram inoculadas em LB
e incubadas a 37ºC por 12-16h. O ADN plas-
mídico de cada uma foi isolado pelo método
da lise alcalina 16 e utilizado em reacções de
sequenciação com o oligómero LTC04-055,
para identificar os clones contendo sequênci-
as mutantes. Foram feitos stocks de um clone
contendo cada uma destas e de um clone com
a sequência normal: após centrifugação de
uma fracção das respectivas culturas e rejei-
ção do sobrenadante, as bactérias foram res-
suspendidas numa mistura 3:1 de LB (con-
tendo ampicilina) e glicerol esterilizado e
armazenadas a -80ºC até utilização posterior.
Amplificação de ADN plasmídico
Foram feitos riscados dos clones armazena-
dos a -80ºC em placas de LB com ampicili-
na. O ADN plasmídico correspondente ao
fragmento de p53 foi amplificado com os
respectivos oligómeros (LTC04-041 e
LTC04-039) directamente a partir de uma
colónia “repicada” para uma mistura conten-
do todos os reagentes necessários à amplifi-
cação, em quantidades proporcionais às in-
dicadas para as amplificações de ADN
genómico, mas num volume final de 10 ml.
As reacções de PCR foram feitas com o
mesmo perfil de temperaturas das amplifi-
cações de ADN genómico, mas com apenas
35 ciclos de temperatura.
of  this volume was used to transform elec-
trocompetent E.coli cells (prepared in the lab-
oratory) with a MicroPulser electroporator
(Bio-rad Laboratories). After electroporation,
the bacterias were mixed with 1ml of  LB
(Pronadisa, Spain) containing 100mg/ml of
ampycillin (Eurobio) and LB-agar plates
(Pronadisa, Spain) with an equal concentra-
tion of ampycillin and incubated at 37ºC for
12-16h. The multiple colonies resulting from
each transformation were inoculated in LB
and incubated at 37ºC for 12-16h. The plas-
midic DNA from each one was isolated by
the alkaline lysis method 16 and used in se-
quentiation reactions with the oligomer
LTC04-055 to identify the clones contain-
ing mutant sequences. Stocks were harvested
of  a clone containing each one of  these and
of  a clone with a normal sequence. After
centrifugation of  a portion of  the respective
cultures and discarding that rising to the sur-
face, the bacterias were resuspended in a 3:1
LB mixture (containing ampycillin) and steri-
lised glycerol and stored at -80ºC for later use.
Amplification of  the plasmidic DNA
The clones stored at -80ºC were streaked
onto LB plates with ampycillin. The plas-
midic DNA corresponding to a fragment
of  p53 was amplified with the respective
oligomers (LTC04-041 and LTC04-039)
straight from a transplanted colony to a
mixture containing all the reagents nec-
essary for amplification, in quantities pro-
portional to those indicated for genomic
DNA amplifications, but in a final vol-
ume of  10ml. The PCR reactions were
made with the same profile as the tem-
peratures of  the amplifications of  genom-
ic DNA but with only 35 cycles of tem-
perature.
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Amplificação específica de ADN
contendo mutações
A amplificação específica de sequências mu-
tantes foi feita num volume de reacção de
25 ml, a partir de cerca de 15 ng de produtos
de PCR de DNA plasmídico, em condições
semelhantes às acima descritas, com as seguin-
tes alterações: a) A concentração de cada nu-
cleótido foi apenas de 0,125 mM; b) Foram
usados apenas 20 ciclos de temperatura; c) O
protocolo de termociclagem foi “assimptóti-
co”, isto, é incluiu temperaturas de hibridação
decrescentes – 5 x 64ºC, 5 x 62ºC e 10 x 60ºC.
Resultados
No período de selecção de doentes para este
estudo (Maio de 2004 a Junho de 2005), foi
possível recolher, para estudo molecular, um
total de 29 amostras clínicas, provenientes de
15 doentes com cancro do pulmão. As amos-
tras obtidas e os resultados das extracções de
ADN a partir delas estão discriminados no
Quadro II. Como pode constatar-se pela aná-
lise do quadro, em 6 casos não foi possível
obter ADN a partir da amostra, e noutros 3 o
ADN obtido não apresentou qualidade sufi-
ciente para permitir a amplificação dos frag-
mentos desejados, o que reduziu o total de
amostras passíveis de análise molecular para
20 (4 biópsias brônquicas, 6 lavados brônqui-
cos, 5 escovados brônquicos e 5 amostras de
expectoração), provenientes de 12 doentes.
Para testar a possibilidade de análise molecular
das amostras de ADN obtidas, procedemos a
uma pesquisa de mutações no antioncogene
p53, uma vez que este gene é o mais frequente
alvo de mutações conhecido em cancro do pul-
mão e que há dados que indicam terem essas
mutações valor prognóstico17,18,19. A pesquisa
de mutações cingiu-se aos exões 5 a 9 do p53,
que codificam a zona central – funcionalmen-
Specific amplification
of  mutation-containing DNA
The specific amplification of  mutant se-
quences was made in a reaction volume of
25ml, from around 15ng of PCR product
of plasmidic DNA in conditions similar to
those described above, with the following
alterations: a) the concentration of  each nu-
cleotide was only of  0.125mM; b) Only 20
cycles of  temperature were used; c) The ther-
mocycling protocol was ‘asymptotic’ in that
it included descending hybridization temper-
atures – 5 x 64ºC, 5 x 62ºC and 10 x 60ºC.
Results
During the May 2004-June 2005 selection
period of  patients for this study it was pos-
sible to collect a total of 29 clinical sam-
ples from 15 lung cancer patients for mo-
lecular study. Table II details the samples
obtained and the results of the DNA ex-
traction from these. An analysis of  the ta-
ble shows that it was not possible to ob-
tain DNA from the sample in 6 cases while
in another 3 the DNA obtained was not
of sufficient quality for an amplification
of  the desired fragments. This cut the to-
tal number of  the samples suitable for
molecular analysis to 20 (4 bronchial bi-
opsies, 6 bronchial lavages, 5 bronchial
brushings and 5 expectoration samples)
which came from 12 patients.
We researched the mutations in the anti-onco-
gene p53 in order to test the possibility of  a
molecular analysis of the DNA samples ob-
tained as this gene is the most common target
of  mutations known in lung cancer and data
indicate these mutations have prognostic val-
ue17,18,19. Research into mutations centres on
exons 5-9 of  p53. These codify the central zone
of  the corresponding protein. This zone is
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Quadro II – Amostras clínicas para diagnóstico molecular e resultados das extracções de ADN
Doente Anatomia
Amostra
patológica BB LB EB Ex
D 01 CPNPC sADN sQld sADN
D 02 CPNPC sADN
D 03 Adenocarcinoma 3E
D 04 Adenocarcinoma 4E
D 05 Adenocarcinoma 5E
D 06 Adenocarcinoma sADN
D 07 Adenocarcinoma 7L 7X
D 08 CPNPC 8L
D 09 CPPC 9B 9E 9X
D 10 Adenocarcinoma sADN sQld 10X
D 11 CPNPC 11L sQld
D 12 CPNPC sADN 12X
D 13 CPPC 13B 13L 13X
D 14 Carcinoma epidermóide 14B 14L
D 15 Adenocarcinoma 15B 15L 15E
Abreviaturas: CPNPC – Carcinoma do pulmão não de pequenas células; CPPC – Carcinoma do pulmão de pequenas células;
sADN – Extracção não forneceu ADN; sQld – ADN extraído não tinha qualidade para amplificação. Amostras designadas de acordo com
o número do doente e o tipo (BB – biópsia brônquica; LB – lavado brônquico; EB – escovado brônquico; Ex – Expectoração).
Table II – Clinical samples for molecular diagnosis and results of the DNA extractions
Patient Anatomic
Sample
pathology BB BL BBr Ex
D 01 NSCLC sDNA sQld sDNA
D 02 NSCLC sDNA
D 03 Adenocarcinoma 3Br
D 04 Adenocarcinoma 4Br
D 05 Adenocarcinoma 5Br
D 06 Adenocarcinoma sDNA
D 07 Adenocarcinoma 7L 7Ex
D 08 NSCLC 8L
D 09 SCLC 9B 9Br 9Ex
D 10 Adenocarcinoma sDNA sQld 10Ex
D 11 NSCLC 11L sQld
D 12 NSCLC sDNA 12Ex
D 13 SCLC 13B 13L 13Ex
D 14 Epidermoid carcinoma 14B 14L
D 15 Adenocarcinoma 15B 15L 15Br
Abbreviations: NSCLC – Non-small cell lung cancer; SCLC – Small cell lung cancer; sDNA – Extraction did not supply DNA;
sQld – DNA extracted was not of suitable quality for amplification. Samples designated in accordance with the number and
type of patient (BB – bronchial biopsy; BL – bronchial lavage; BBr – bronchial brushing; Ex – Expectoration).
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te mais importante – da correspondente pro-
teína e onde se concentram 80% das mutações
no p5320. Foram testados diferentes protoco-
los de amplificação, por PCR, das sequências
correspondentes aos cinco exões indicados, ten-
do-se finalmente optado por proceder a uma
amplificação em dois segmentos, o primeiro
contendo os exões 5 e 6 e o segundo os exões
7 a 9, de acordo com as condições indicadas
(material e método). Seguidamente, compara-
ram-se diferentes métodos de purificação dos
produtos de PCR, tendo-se optado pela com-
binação electroforese em gel de agarose/filtra-
ção por coluna de Sephadex/precipitação com
etanol, por proporcionar os melhores resulta-
dos na sequenciação dos produtos.
Os protocolos de amplificação, purificação e
sequenciação estabelecidos foram então utiliza-
dos na análise dos ADN extraídos das amostras
clínicas, tendo-se obtido os resultados indicados
na Fig. 1 e nos Quadros III e IV – onde, para
comparação, se incluem igualmente os resulta-
dos da avaliação anatomopatológica das amos-
tras. Como pode verificar-se, foram detectadas
mutações no p53 em 6 amostras de 4 doentes
diferentes: 4 biópsias brônquicas, 1 lavado brôn-
quico e 1 escovado brônquico. Em todos estes
casos, a sequenciação detectou simultaneamen-
te a sequência normal e uma sequência mutante,
o que pode dever-se, quer ao facto de apenas
um alelo do p53 estar afectado nos tumores, quer
à presença de uma fracção importante de célu-
las não neoplásicas nas amostras. Esta segunda
explicação parece mais provável, já que, nos ca-
sos em que as mutações foram detectadas em
duas amostras do mesmo doente, as sequências
normal e mutante estavam presentes em dife-
rentes proporções. Estes resultados confirmam
a possibilidade de realização de estudos de ge-
nética molecular em amostras clínicas de rotina
de cancro de pulmão.
functionally the most important, and the one
in which 80% of  the p53 mutations concen-
trate20. Different PCR amplification protocols
were tested of  the sequences corresponding
to the five exons in question. The protocol fi-
nally selected was an amplification in two seg-
ments. The first segment contained the exons
5 and 6 and the second exons 7-9, in accord-
ance with that described in the Material and
Methods section above. Next different purifi-
cation methods of  the PCR products were
compared and the one selected was an agarose
gel electrophoresis/filtration by Sephadex col-
umn/precipitation with ethanol combination
to obtain the best results in sequentiation of
the products.
The established amplification, purification
and sequentiation protocols were then used
in the analysis of the DNA extracted from
the clinical samples. The results gleaned are
given in Fig. 1 and in Tables III and IV, which
also include the findings of the anatomic
pathology examination for purposes of  com-
parison. It can be seen that p53 mutations
were detected in 6 samples, from 4 different
patients; 4 bronchial biopsies, 1 bronchial
lavage and 1 bronchial brushing. In every
case, the sequentiation detected the normal
sequence and the mutant sequence simulta-
neously. This could be due to either the fact
that only one p53 allele is affected by the
tumours, or the presence of  a significant
portion of  non-cancerous cells in the sam-
ples. This second explanation seems the more
likely seeing as in the cases in which muta-
tions were detected in two samples from the
same patient, the normal and mutant se-
quences were present in different propor-
tions. These results confirm the possibility
of  carrying out molecular genetic studies in
routine clinical lung cancer samples.
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Fig . 1 – Identificação de mutações em amostras clínicas de cancro do pulmão. Pormenores dos electroforetogramas
correspondentes à sequenciação do exão 7 de diversas amostras com com o oligómero LTC04-055, mostrando a pre-
sença (*), ou não, de mutações. Amostras designadas de acordo com o número do doente e o tipo (B – biópsia brônquica;
L – lavado brônquico; E – escovado brônquico; X – Expectoração).
Fig. 1 – Identification of the mutations in clinical lung cancer samples. Details of the electrophoretograms
corresponding to sequentiation of exon 7 of various samples with the oligomer LTC04-055, showing the presence
(*), or not, of mutations. Samples designated in accordance with patient number and type (B – Bronchial biopsy;
L – Bronchial lavage; E – Bronchial brushing; X – Expectoration).
Doente 9 / Patient 9 Doente 13 / Patient 13
Doente 14 / Patient 14 Doente 15 / Patient 15
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Quadro III – Resultados das análises anatomopatológica e molecular
Amostra e análise
Doente BB LB EB Ex
AP Mol AP Mol AP Mol AP Mol
D 01 CPNPC nAval nAval nAval
D 02 NEG CPNPC
D 03 NEG NEG NEG
D 04 NEG NEG NEG
D 05 NEG NEG NEG
D 06
D 07 AdeCa NEG nAval NEG
D 08 nAval NEG
D 09 CPPC M09 CPPC M09 nAval NEG
D 10 AdeCa NEG NEG
D 11 CPNPC CPNPC NEG
D 12 CPNPC NEG NEG
D 13 CPPC M13 nAval M13 nAval NEG
D 14 CaEpi M14 nAval NEG
D 15 AdeCa M15 nAval NEG NEG NEG
Abreviaturas: BB – Biópsia brônquica; LB – Lavado brônquico; EB – Escovado brônquico; Ex – Expectoração; AP – Anatomopatológica;
Mol – Molecular; CPNPC – Carcinoma do pulmão não de pequenas células; CPPC – Carcinoma do pulmão de pequenas células;
CaEpi – Carcinoma epidermóide; nAval – Amostra não avaliada; NEG – Resultado negativo; M – Mutação detectada (indexada com o
número do doente); AdeCa – Adenocarcinoma.
Table III – Anatomic pathology and molecular analysis results
Sample and Analysis
Patient BB BL BBr Ex
AP Mol AP Mol AP Mol AP Mol
D 01 NSCLC nEval nEval nEval
D 02 NEG NSCLC
D 03 NEG NEG NEG
D 04 NEG NEG NEG
D 05 NEG NEG NEG
D 06
D 07 AdeCa NEG nEval NEG
D 08 nEval NEG
D 09 SCLC M09 SCLC M09 nEval NEG
D 10 AdeCa NEG NEG
D 11 NSCLC NSCLC NEG
D 12 NSCLC NEG NEG
D 13 SCLC M13 nEval M13 nEval NEG
D 14 EpiCa M14 nEval NEG
D 15 AdeCa M15 nEval NEG NEG NEG
Abbreviations: BB – Bronchial biopsy; BL – Bronchial lavage; BBr – Bronchial brushing; Ex – Expectoration; AP – Anatomic pathology;
Mol – Molecular; NSCLC – Non-small cell lung cancer; SCLC – Small cell lung cancer; EpiCa – Epidermoid Carcinoma; nEval – sample
not evaluated; NEG – Negative result; M – Mutation detected (indexed with the patient number); AdeCa – Adenocarcinoma.
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Quadro IV – Características das mutações identificadas
Mutação BB LB EB Ex Exão Bases Aminoácido Códão
M09 + ND + – 7 G:C → T:A Arg → Met 249
M13 + + ND – 7 G:C → A:T Arg → Gln 242
M14 + – ND ND 7 G:C → T:A Cys → Phe 248
M15 + – – ND 7 A:T → T:A Asn → Ile 247
Abreviaturas: BB – Biópsia brônquica; LB – Lavado brônquico; EB – Escovado brônquico; Ex – Expectoração; M – Mutação detectada
(indexada com o número do doente) ND – Amostra não disponível; abreviaturas dos aminoácidos de acordo com as convenções
Table IV – Characteristics of the mutations identified
Mutation BB BL BBr Ex Exon Bases Amino-acid Codon
M09 + ND + – 7 G:C → T:A Arg → Met 249
M13 + + ND – 7 G:C → A:T Arg → Gln 242
M14 + – ND ND 7 G:C → T:A Cys → Phe 248
M15 + – – ND 7 A:T → T:A Asn → Ile 247
Abbreviations: BB – Bronchial biopsy; BL – Bronchial lavage; BBr – Bronchial brushing; Ex – Expectoration; M – Mutation detected
(indexed with the patient number) ND – No sample available; amino-acids abbreviated in accordance with the conventions
Por outro lado, como indicado nos Quadros
III e IV, embora em dois casos as mutações
tenham sido detectadas em duas amostras
diferentes, em todos os casos com mutações
pelo menos uma amostra proveniente do
mesmo doente deu um resultado negativo
na análise molecular. Em teoria, estes resul-
tados poderiam ser devidos, quer à ausência
de células tumorais nas respectivas amostras,
quer a uma baixa sensibilidade do método
de pesquisa de mutações utilizado. Para ten-
tar distinguir entre estas duas possibilidades,
começámos por avaliar a percentagem de
ADN mutante que poderia ser detectada com
segurança. Em primeiro lugar, clonaram-se,
num vector adequado, os fragmentos de
ADN contendo cada uma das sequências
mutantes e também a sequência normal, ge-
rando-se assim fontes de “sequências puras”
dos diferentes tipos. O ADN plasmídico foi
depois utilizado para obter produtos de PCR
(amplificados com os mesmos oligómeros
On the other hand, Tables III and IV show
that although in two cases the mutations
were detected in two different samples, in
every case with mutations at least one sam-
ple coming from the same patient gave a
negative result in molecular analysis. In the-
ory, these results may be attributed to ei-
ther the absence of cancerous cells in the
respective samples or to the low sensitivi-
ty of  the method used to investigate the
mutations. In order to distinguish between
these two possibilities, we began by assess-
ing the percentage of  mutant DNA which
can safely be detected. Firstly we cloned
in a suitable vector the DNA fragments
containing each of  the mutant sequences
and also a normal sequence, thus creating
sources of  ‘pure sequences’ of  the differ-
ent types. The plasmidic DNA was then
used to obtain PCR products (amplified
with the same oligomers used for the ge-
nomic DNA) with the various sequences.
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usados para o ADN genómico) com as vári-
as sequências. A sequenciação de diferentes
misturas de produto normal e mutante – Fig.
2 – sugere que percentagens de ADN tumo-
ral inferiores a 10% poderiam originar fal-
sos negativos na análise molecular. Para me-
lhorar esta sensibilidade, decidimos desenhar
oligómeros capazes de discriminar entre as
sequências normal e mutantes, de forma a
tentar amplificar estas especificamente. A Fig.
3 exemplifica o tipo de resultado obtido: para
a mutação M09, foi possível obter condições
de amplificação capazes de detectar especi-
ficamente a sequência mutante numa mistu-
ra contendo mais de 99% de ADN normal.
The sequentiation of  the different mix-
tures of  the normal and mutant product –
Fig. 2 – suggests that percentages of  tu-
moral DNA lower than 10% can give rise
to false negatives in molecular analysis. To
raise this sensitivity, we decided to design
oligomers capable of  distinguishing be-
tween the normal and mutant sequences
so as to specifically try to amplify these.
Fig. 3 shows the type of  result obtained;
for the MO9 mutation, it was possible to
obtain amplification conditions capable of
specifically detecting the mutant sequence
in a mixture containing over 99% of  nor-
mal DNA.
Fig. 2 – Avaliação da sensibilidade do método de detecção de mutações. Pormenores dos electroforetogramas correspon-
dentes à sequenciação do exão 7 de diferentes misturas de produtos de PCR com sequências normal e mutante (M13).
Para percentagens de ADN normal superiores a 90%, a identificação da mutação é pouco fiável.
Fig. 2 – Evaluation of the sensitivity of the mutation detection method. Details of the electrophoretograms corresponding to
sequentiation of exon 7 of different mixtures of the PCR products with normal and mutant sequences (M13). Identification of
mutation is not very reliable for percentages of normal DNA above 90%.
Normal/Normal : Mutante/Mutant
50 : 50
Normal/Normal : Mutante/Mutant
50 : 50
Normal/Normal : Mutante/Mutant
75 : 25
Normal/Normal : Mutante/Mutant
95 : 5
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Discussão e conclusões
O cancro do pulmão é um grave problema de
saúde pública que afecta cerca de um milhão e
duzentas mil e mata um milhão e cem mil pes-
Discussion and conclusions
Lung cancer is a serious public health prob-
lem affecting around one million, two hun-
dred thousand people and killing one million,
Fig. 3 – Detecção de mutações específicas em amostras contendo pequenas fracções de ADN mutante. A – Teste de
pares de oligómeros para amplificação específica de ADN mutante. As bandas de tamanhos correspondentes aos produ-
tos de amplificação específicos da sequência mutante do p53 estão assinaladas com um asterisco. As reacções de PCR
originam ainda outros produtos (pontas de seta). B – Amplificação específica da sequência mutante, a partir de diluições
sucessivas de ADN mutante (M09) em ADN normal (NL), usando o par de oligos LTC04-041/LTC05-152 (155pb). A
sequência mutante (*) é detectável até uma diluição de 1:128. É visível como, paralelamente à redução de produto
específico, se dá um aumento na quantidade de produto inespecífico (ponta de seta).
Fig. 3 – Detection of specific mutations in samples containing small fractions of mutant DNA. A – Oligomer pairs test for
specific amplification of mutant DNA. The bands with sizes corresponding to the specific amplification products of the
mutant p53 sequence are marked with an asterisk. The PCR reactions give rise to yet more products (arrowheads). B –
Specific amplification of mutant sequence, from the successive dilutions of mutant DNA (M09) in normal DNA (NL), using
oligo pair LTC04-041/LTC05-152 (155pb). The mutant sequence (*) is detectable up to a dilution of 1:128. It is visible
when, in parallel with reduction of specific product, the quantity of nonspecific product is increased (arrowhead).
Diluições de M09 em NL (1 : n) / Dilutions of M09 in NL (1 : N)
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soas por ano a nível mundial21. Uma vez que,
na sua esmagadora maioria (85-90%), estes ca-
sos estão associados ao consumo do tabaco, a
alteração radical dos hábitos tabágicos seria, em
abstracto, a medida com maior impacto nestes
números22. No entanto, dada a dificuldade em
alterar os comportamentos humanos, e ainda
o facto de o cancro do pulmão ser uma doença
que se desenvolve durante um longo período
de tempo, não parece provável conseguir, atra-
vés apenas de medidas preventivas, uma redu-
ção drástica na incidência e mortalidade por
cancro de pulmão nas próximas décadas. Do
lado da terapia, constata-se – aliás como para
outros tipos de tumores – que a ablação cirúr-
gica representa de longe a melhor opção, indi-
cando que é fundamental melhorar, por um
lado, o diagnóstico e, por outro, os tratamentos
não cirúrgicos. Em teoria, o progresso da ge-
nética molecular dos tumores deve abrir novas
possibilidades em ambos os domínios, já que
permitirá: 1) Uma classificação mais precisa dos
tumores, com as consequentes vantagens ao
nível do prognóstico e da escolha das aborda-
gens terapêuticas; 2) A identificação de alvos
terapêuticos, contribuindo assim para o desen-
volvimento e aplicação de novos fármacos mais
específicos e eficazes; 3) A identificação de gru-
pos de indivíduos com risco acrescido de de-
senvolvimento da doença; 4) A detecção pre-
coce – potencialmente por métodos não
invasivos – dos tumores; 5) O estabelecimento
de métodos mais sensíveis de acompanhamen-
to de doentes para avaliação da evolução da
doença, incluindo detecção “precoce” de reci-
divas; 6) Melhorar a sensibilidade na avaliação
de amostras clínicas, como margens cirúrgicas
ou biópsias ganglionares, com as consequen-
tes melhorias no estadiamento e tratamento da
doença. Embora algumas destas aplicações não
sejam ainda possíveis, em particular no cancro
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one hundred thousand people per year world-
wide21. Seeing as the overwhelming majority
(85-90%) of these cases is associated to smok-
ing, a sweeping change in smoking habits
would in theory be the measure to have the
greatest impact on these numbers22. This said,
given the difficulty in changing human behav-
iour, and also given the fact that lung cancer
is a disease which develops over a long period
of  time, it does not seem likely that a drastic
reduction in the incidence and mortality rate
of  lung cancer will be achieved through pre-
ventative measures only over the coming dec-
ades. In terms of  treatment, it is felt – just as
it is for other types of tumours – that surgical
excision is by far the best option, meaning
that it is fundamental to improve both the
diagnostic process and the non-surgical treat-
ments. In theory, progress in the molecular
genetics of  tumours should open up new
possibilities in both domains, as it allows: 1)
A more precise classification of  tumours,
which has advantages for prognosis and
choice of  treatment option; 2) The identifi-
cation of  therapeutic targets, adding to the
development and application of  new, more
specific and efficacious pharmaceutical prod-
ucts; 3) The identification of  groups of  indi-
viduals with a higher risk of  developing the
disease; 4) The early detection of  tumours,
potentially through non-invasive methods; 5)
The establishing of  more sensitive methods
of  monitoring patients to evaluate progres-
sion of  the disease, including early detection
of  reoccurrences; 6) Improved sensitivity in
the evaluation of  clinical samples, such as sur-
gical margins or ganglia biopsies, which brings
better prospects for the disease’s staging and
treatment. While some of  these applications
are not yet possible, particularly in lung can-
cer, which is less understood at a molecular
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do pulmão, por ser menos compreendido a
nível molecular do que outros tumores (como
o cancro do cólon e recto), parece-nos que es-
tão já reunidas as condições técnicas para a sua
introdução na rotina clínica.
O presente trabalho, inserido no nosso pla-
no de levar a cabo a transposição de técnicas
do laboratório de investigação para a prática
clínica, teve como objectivo primário identi-
ficar as principais dificuldades de ordem prá-
tica a essa implementação. Neste sentido, os
resultados apresentados no Quadro II são
muito esclarecedores. Em primeiro lugar, o
número de doentes dos quais foi possível re-
colher pelo menos uma amostra clínica para
análise molecular durante um período de 13
meses foi de apenas 15, ou pouco mais de
um por mês, o que é muito inferior ao nú-
mero de casos diagnosticados no mesmo
período. Segundo, em cerca de 20% dos ca-
sos não foi possível purificar ADN das amos-
tras e noutros 10% o ADN obtido não era
de suficiente qualidade para a análise, o que
reduziu o número de doentes efectivamente
incluídos no estudo a doze – menos de um
por mês. Terceiro, mesmo considerando ape-
nas estes doze doentes, o número total de
amostras foi pequeno: 20, de um máximo
possível de 48, na maioria dos casos estando
apenas uma amostra de cada doente dispo-
nível para análise molecular. Todos estes da-
dos mostram que o principal obstáculo à in-
trodução da genética molecular na rotina
clínica por nós encontrado foi a dificuldade
de obtenção de amostras, em particular com
ADN de qualidade. Para tentar resolver este
problema, é necessário compreender as suas
causas. Nalguns casos, a ausência de amos-
tra será devida às particularidades do exame
de diagnóstico: se, por exemplo, não for ob-
servada uma área suspeita durante a bron-
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level than other tumours (such as cancer of
the colon and cancer of  the rectum), we feel
the applications already meet the technical
conditions that will allow them to be intro-
duced into routine clinical practice.
Our study is part of  our plan to transpose
laboratory investigation techniques into clin-
ical practice. As such, its main aim is to iden-
tify the main practical barriers to this imple-
mentation. Accordingly, the results shown in
Table II bring a great deal to bear here. Firstly,
during a 13 month period the number of
patients from whom it was possible to col-
lect at least one clinical sample for molecu-
lar analysis was only 15. This translates as
just over one per month, which is markedly
lower than the number of  cases diagnosed
in the same time period. Secondly, it was not
possible to purify the DNA in the samples
in approximately 20% of  the cases and in a
further 10% the DNA obtained was not of
sufficient quality to analyse. This cut down
the number of  patients effectively included
in the study to twelve – less than one per
month. Thirdly, even considering only these
twelve patients, the total number of  samples
was small; 20 from a possible maximum of
48 and in the majority of  cases, only one sam-
ple from each patient was available for mo-
lecular analysis. All these data evidence that
the main barrier we found to the introduc-
tion of  molecular genetics into clinical rou-
tine was the difficulty in obtaining samples,
in particular those with quality DNA. It is
necessary to understand the causes of  this
problem to try to solve it. In some cases, the
lack of  a sample is a result of  the character-
istics of  the diagnostic exam. For example,
if a suspect area is not seen during the bron-
choscopy, a biopsy is not carried out, or if  a
patient experiences problems during the ex-
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cofibroscopia, não é feita uma biópsia; ou,
se o doente tiver problemas durante o exa-
me, este pode ter que ser interrompido an-
tes de se obterem todas as amostras preten-
didas. No entanto, este tipo de situação
dificilmente pode explicar o baixo número
de doentes incluídos no estudo. A explica-
ção mais plausível é que o reduzido número
de amostras se deve à não incorporação da
colheita na rotina clínica – o que pode igual-
mente explicar a significativa percentagem de
amostras que não fornecem ADN de quali-
dade (ou o não fornecem de todo); estas re-
sultam provavelmente da secundarização das
amostras para análise molecular em relação
às usadas para diagnóstico anatomopatoló-
gico. Evidentemente, esta secundarização –
que tem a sua expressão mais evidente na
utilização das amostras inicialmente destina-
das a análise molecular para o diagnóstico
anatomopatológico, em caso de necessidade
– é plenamente justificada do ponto de vista
ético, já que é no melhor interesse do doen-
te. Contudo, ela dá origem a uma situação
de difícil resolução: a análise molecular é se-
cundarizada porque não é parte do standard
da rotina (se o fosse não se utilizariam para
outros fins amostras a ela destinadas) e essa
secundarização é o principal obstáculo à sua
introdução na rotina. A resolução do proble-
ma deverá passar por uma sensibilização dos
clínicos para a utilidade das análises molecu-
lares; deste modo, será possível aumentar gra-
dualmente o número de amostras recolhidas
e, consequentemente, estabelecer e optimizar
protocolos que consolidem a genética mole-
cular como meio auxiliar de diagnóstico.
Os resultados por nós obtidos deverão, espe-
ramos, contribuir para este processo de sen-
sibilização. De facto, mesmo com o protoco-
lo relativamente simples utilizado, foi possível
amination, the examination could be halted
before the desired samples are obtained.
While these types of  troublesome situations
may perhaps go a little way towards explain-
ing the low number of  patients included in
the study, the most plausible explanation is
that the reduced number of  samples is due
to sample collection not being part of  clini-
cal routine. This could equally explain the
significant percentage of  samples which did
not yield quality DNA (or any at all); these
probably came from secondarisation of the
samples for molecular analysis in relation to
the samples used for anatomic pathology di-
agnosis. It is evident that this secondarisa-
tion, most strongly expressed when samples
originally destined for molecular analysis are
used for anatomic pathology diagnosis,
should this need arise, is fully justified from
an ethical viewpoint in that it is in the pa-
tient’s best interest. However, it gives rise to
a situation that is difficult to resolve; the ‘Cin-
derella’ status of molecular analysis is a re-
sult of  this form of  analysis playing no part
in standard routine practice. If  it did, sam-
ples scheduled for molecular analysis would
not be used for other purposes. This sec-
ondarisation is the biggest barrier to intro-
ducing molecular analysis into routine prac-
tice. Solving the problem must involve
sensitising clinics to the usefulness of mo-
lecular analysis. This would make it possi-
ble to gradually increase the number of  sam-
ples collected and consequently establish
and optimise protocols which firm up the
role of  molecular genetics as an auxiliary
diagnostic tool.
The results we obtained will, we hope, serve
as a contribution to this sensitisation process.
On this head, even with the relatively simple
protocol used, detecting mutations in the sam-
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ples of a third of the patients (4 out of 12)
was possible. Moreover, if  we exclude the two
cases in which the only samples available were
sputum samples (for which it is probable that
the method used for technical reasons did not
have the required degree of  sensitivity, see
below) and bear in mind that the percentage
of  p53 mutation in lung cancer is around 60%,
it can be seen that the practical application of
molecular analysis was very successful, show-
ing an efficacy close to that of its theoretical
maximum23.
The more detailed analysis of  the results
which is given in Tables III and IV con-
veys a more precise idea of  that which was
achieved and that which it is important to
improve in the molecular analysis meth-
odology used. On a plus note, if  mutations
were detected in all (4/4) of  the biopsy
samples, then the success rate for diagno-
sis exclusively by molecular analysis (4/10,
with the sputum samples excluded) is com-
parable to that seen in the anatomic pa-
thology analysis of  bronchial brushings
(3/7) or bronchial lavages (2/6). Further,
no case bore evidence of a failed detec-
tion of  a mutation in a sample in which it
proved to be present, if  we consider that
the two bronchial brushing samples which
were negative in the molecular analysis and
positive in the anatomic pathology analy-
sis could correspond to tumours without
p53 mutations. Conversely, these two sam-
ples effectively indicate the main limitation
of  the methodology employed; sensitivi-
ty, a limitation to some degree of  the mo-
lecular analysis available for lung cancer.
When we consider only the samples avail-
able for both anatomic pathology analysis
and molecular analysis, the latter’s sensi-
tivity allowed identification in 4/6 cases,
detectar mutações nas amostras de um terço
dos doentes (4 em 12). Se, por outro lado, se
excluírem os dois casos em que as únicas
amostras disponíveis eram de expectoração –
para as quais, por razões técnicas (vide abai-
xo), é provável que o método utilizado não
tenha sensibilidade suficiente – e se tiver em
conta que a percentagem de mutação do p53
no cancro do pulmão ronda os 60%, verifica-
-se que a aplicação prática da análise molecular
foi muito bem sucedida, com uma eficiência
próxima do máximo teórico23.
Uma análise mais pormenorizada dos resul-
tados apresentados nos Quadros III e IV dá
uma ideia mais precisa do que já foi conse-
guido e do que é importante melhorar na
metodologia de análise molecular utilizada.
Do lado positivo, constata-se que se detec-
taram mutações em todas (4/4) as amostras
de biópsias; que a fracção de sucesso diag-
nóstico exclusivamente por análise molecular
(4/10, excluindo as expectorações) é com-
parável às verificadas para análise anatomo-
patológica de escovados brônquicos (3/7) ou
lavados brônquicos (2/6); que em nenhum
caso há evidência de se ter falhado a detec-
ção de uma mutação numa amostra em que
ela estava presente – já que as duas amostras
de escovados brônquicos negativas na análi-
se molecular e positivas na análise anatomo-
patológica podem corresponder a tumores
sem mutações no p53. Por outro lado, estas
duas amostras efectivamente indicam a prin-
cipal limitação da metodologia empregue
(e, em certa medida, da análise molecular
disponível para o cancro do pulmão): sensi-
bilidade. Quando se consideram apenas as
amostras disponíveis tanto para análise ana-
tomopatológica como molecular, esta iden-
tificou 4 dos 6 casos diagnosticados por aque-
la. Se é verdade que a ausência de mutações
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as compared with the former’s 6/6. If  it is
correct that the absence of  p53 mutations
can explain the remaining two cases, this
implies that the investigation of  p53 mu-
tations only – at least as used here – is less
sensitive that anatomic pathology analysis.
This in its turn could suggest that there is
no advantage in the current use of  molec-
ular techniques in lung cancer. To clarify
this point, we should firstly underline that
the p53 was only chosen as an example, to
test the possibility of introducing molec-
ular genetics into clinical routine. There are
multiple genetic alterations in lung tumours
and it is expected that the list of  genetic
targets to test will grow rapidly, in particu-
lar as a result of  large-scale searches8. Be-
yond this, and as mentioned above, the
identification of molecular alterations in
specific genes allows more than diagnosis;
it allows a more complete classification of
tumours, which has implications for prog-
nosis and treatment options. While there
is evidence of  this even in the case of  p53,
although seemingly only for tumours at
early stages, things are much clearer in the
case of  EGFR (to be followed by others),
with excellent responses to treatment in
the cases of  tumours with specific muta-
tions in the zone of  the gene which codi-
fies the catalytic domain of protein18,24,25.
There is also a second problem of  sensi-
tivity, one which cannot be resolved by
the study of  more molecular targets. As
already stated, the discrepancies seen in
the results of the molecular analysis of
different samples from the same patients
(Tables III and IV) may be due to the low
sensitivity of  the method of  research into
the mutations which was used. We esti-
mate this could yield false negatives in
no p53 pode explicar os restantes dois ca-
sos, isso implica que a pesquisa de mutações
somente no p53 – pelo menos tal como
empregue aqui – é menos sensível do que a
análise anatomopatológica. Isto, por sua vez,
pode parecer sugerir que não há vantagem
na utilização presente das técnicas molecu-
lares em cancro do pulmão. Para esclarecer
este ponto, devemos, em primeiro lugar, sa-
lientar que o p53 foi escolhido apenas como
um exemplo, para testar a possibilidade de
introdução da genética molecular na rotina
clínica. Existem múltiplas alterações genéti-
cas nos tumores do pulmão, e espera-se que
a lista de alvos genéticos a testar venha a cres-
cer rapidamente, em particular em resultado
de buscas em larga escala8. Para além disso, e
como foi referido, a identificação de altera-
ções moleculares em genes específicos per-
mite, mais do que o diagnóstico, uma classi-
ficação mais completa dos tumores – o que
tem implicações no prognóstico e nas deci-
sões terapêuticas. Mesmo no caso do p53,
há evidência nesse sentido, embora aparen-
temente só para tumores em estádios mais
precoces, mas no caso do EGFR (e outros
deverão seguir-se-lhe) as coisas são muito
mais claras, com excelentes respostas à tera-
pia nos casos de tumores com mutações es-
pecíficas na zona do gene que codifica o
domínio catalítico da proteína18,24,25.
Há, no entanto, um segundo problema de
sensibilidade que não pode ser resolvido com
o estudo de mais alvos moleculares. Como
já referido, as discrepâncias observadas nos
resultados da análise molecular de diferen-
tes amostras dos mesmos doentes (Quadros
III e IV) podem ser devidos a uma baixa sen-
sibilidade do método de pesquisa de muta-
ções utilizado – que estimamos poder pro-
duzir falsos negativos para amostras com
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A identificação
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moleculares em
genes específicos
permite, mais do
que o diagnóstico,
uma classificação
mais completa
dos tumores
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samples with mutant DNA percentages
lower than 10%. In the same way, we can-
not exclude that the two cases with dis-
crepancies between the molecular and an-
atomic pathology analysis may be due to
this limit in sensitivity. Finally, we deem
it very likely that the sputum samples con-
tain a relatively small amount of  tumoral
DNA, which may not have been detected
even if  it contained p53 mutations. This
means that while the protocol we adopt-
ed is suitable for samples rich in tumoral
DNA – as biopsies are generally expect-
ed to be – its sensitivity could become
limiting as the tumoral DNA fraction de-
creases. This limitation to the sensitivity
could be overcome through different ap-
proaches used in line with the application
desired. One of  them, which we adopted
in this study, consists of  using methods
of  detecting specific mutants. These
methods, already used in lung cancer26, are
currently capable of  detecting one mu-
tant molecule among ten thousand nor-
mal ones, thanks to significant improve-
ments in the last few years27,28. They are
suitable for applications in which the
mutation in cause has been previously
identified, such as analysis of  the surgi-
cal margins and lymphatic ganglions, or
the detection and quantification of the re-
sidual disease – and consequently of  ear-
ly detection of  reoccurrence – solely from
the non-invasive samples26,29-31. They are
less suitable for applications such as the
early detection of  disease, or the identifi-
cation of  risk sub-groups, unless in the
rare tumours commonly associated to
very specific mutations32. There are three
main options for the greater part of  tu-
mours, such as lung cancer: 1) The mod-
percentagens de ADN mutante inferiores a
10%. Do mesmo modo, não podemos ex-
cluir que os dois casos com discrepâncias
entre as análises molecular e anatomopato-
lógica sejam devidos a esta limitação de sen-
sibilidade. Finalmente, afigura-se-nos muito
provável que as amostras de expectoração
contenham uma fracção relativamente pe-
quena de ADN tumoral – e portanto que
este possa não ter sido detectado, ainda que
contivesse mutações no p53. Isto significa
que o protocolo por nós adoptado é ade-
quado para amostras ricas em ADN tumo-
ral – como em geral se espera que sejam as
biópsias –, mas a sua sensibilidade pode tor-
nar-se limitante à medida que a fracção de
ADN tumoral vai diminuindo. Esta limita-
ção de sensibilidade pode ser superada atra-
vés de diferentes abordagens – consoante a
aplicação pretendida. Uma delas, por nós
adoptada neste estudo, consiste em empre-
gar métodos de detectar mutantes específicos.
Estes métodos, já anteriormente usados em
cancro do pulmão26, são actualmente capa-
zes, graças a melhoramentos significativos
nos últimos anos, de detectar uma molécula
mutante entre dez mil normais27,28. São ade-
quados para aplicações em que a mutação
em causa foi previamente identificada, como
análises de margens cirúrgicas e gânglios lin-
fáticos, ou detecção e quantificação de doen-
ça residual – e, consequentemente, de detec-
ção precoce de recidiva –, inclusivamente a
partir de amostras não invasivas26,29-31. São
menos apropriados para aplicações como a
detecção precoce de doença, ou a identifica-
ção de subgrupos de risco, a não ser nos raros
tumores frequentemente associados a muta-
ções muito específicas32. Para a maior parte
dos tumores, como o cancro do pulmão,
existem três opções principais: 1) A modifi-
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ification of  the mutation identification
procedure we used, to include a step of
fractioning of the amplification products
(by cloning, for example), followed by
analysis of the fractions33 – a option
which is difficult to transpose to routine
clinical practice given its high costs in
terms of  manpower and material resourc-
es. 2) The development of  mutation de-
tection methods based on protein func-
t ion tests in micro-organisms or
mammalian cells – a still very experimen-
tal approach which we intend to explore
in the medium-term. 3) The refinement
of  simultaneous detection methods of
specific multiple mutations which, taken
in conjunction with statistical data on the
occurrence of  mutations23 should allow the
early detection of  an increasing number
of  tumours. As the results we present
show, our efforts should focus in the near
future on the establishing of these types
of methodologies and their use in refin-
ing diagnosis, monitoring patients and the
implementation of  molecular-based lung
cancer tracking programmes.
Acknowledgements
Thanks are due to the members of  the Pul-
monolgy Unit at the Hospital de S. João for
their help in collecting the samples for this
study. This study received financial support
from the Fundação para a Ciência e a Tecnologia
(Foundation for Science and Technology)
through the “Analysing the role of  p53 in
chromosomic instability in tumours” project
(POCTI/MGI/48201/ 2002), Ângela MS
Costa’s Research Grant (SFRH/BI/11777/
2003) and the Calouste Gulbenkian Founda-
tion, through the “Clinical use of  the genetic
targets of  tobacco” project (UCAGT/2006).
cação do procedimento de identificação de
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